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Activité de la 3-hydroryanthranilique-orydase dans le sérum 


E. GINOULHIAC - V. FERRARI - L. T. TENCONI 


L’activité 3-hydroxyanthranilique-oxydase 
(3-HAox) est l’activité enzymatique capable 
de transformer l’acide 3-OH-anthranilique en 
un produit d’oxydation avec un maximum 
d’absorption caractéristique 4 % 360 my; ce 
produit trés instable identifié comme acide 
amino-acroleinfumarique représente le pre- 
mier intermédiaire dans les transformations qui, 
de. l’acide 3-OH-anthranilique conduisent aux 
<a nicotinique, quinolinique ou picolinique 

1-4). 

L’enzyme responsable de l’activité 3-HAox, 
ne nous parait pas encore avoir été isolé a 
l'état pur. Pour cette raison nous entendons 
toujours nous rapporter 4 une activité plutét 
qu’a un enzyme. 

L’activité 3-HAox est présente dans le foie 
des mammiféres (rat) et également en moindre 
mesure dans le rein; mais pas dans d'autres 
organes ou tissus. Cette spécificité relative 
pour le foie, en méme temps que sa trés 
haute concentration dans cet organe, nous ont 
paru une éventualité trés favorable pour re- 
chercher I’activité 3-HAox dans le sérum des 
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animaux normaux et des animaux avec des 
lésions expérimentales du foie. 

Employant la technique de Mehler et coll. (5) 
pour le dosage de l’activité 3-HAox dans le 
foie, nous avons pu mettre en évidence dans 
des épreuves préliminaires, une activité 3-HAox 
aah sérum de rat 4 foie lésé aprés intoxication 
par CCl,, tandis que dans le sérum de rat 
normal la recherche fut négative. 

Encouragés par les premiéres données et en 
considération aussi de Pintéree d’une éventuelle 
application de la méthode au diagnostic cli- 
nique, nous avons réalisé une série de recherches 
pour 


a) établir les conditions de dosage de 
l’activité 3-HAox dans le sérum du sang; 


b) connaitre les variations d'une telle 


‘activité dans le sérum d’animaux avec des lé- 


sions ——— du foie ou dans le sérum 
de cas d’affections hépatiques actives. 


Pour établir les conditions du dosage de 
l’activité 3-HAox, nous avons employé des 
pools de sérum de rats intoxiqués par le CC],. 
Nous avons effectué les déterminations selon 
les conditions reportées dans le tableau I. 
La réaction est simple, elle ne demande pas 


| | 


TasBLeau I — Milieu d’incubation pour la détermination d’activité 3-HAox 
(3-Hydroxyanthranilique oxydase) dans le sérum. (uMol. dans le volume final de 3,0 ml) 


Lectures 4 360 mp a partir de 15” aprés addition du 3-HAA. 
Réglage de l'appareil 4 zéro avec un blanc contenant tous les réactifs sauf l’acide 3-HAA. 


I cm 
360 mu dans les premiéres § minutes. 


des réactifs cofiteux et se fait rapidement et 
directement dans la cuvette d’un spectro- 
hotométre 4 température ambiante, en suivant 
variations de la lecture dans l’U.V. la 
longueur d’onde de 360 mu.. 
Nous rapportons les points étudiés: 


1) la différence de l"homogénat de foie 
qui doit étre fortement dilué 4 cause de 
son activité élevée, le sérum est utilisé 
tel quel. On peut employer indifférem- 
ment le sérum ou le plasma; 


11) le FeSO, et la GSH, connus comme 
activateurs de l’enzyme dans le foie selon 
Stevens et Henderson (6), exaltent aussi 
la réaction dans le sérum. C’est le FeSO, 
qui donne les augmentations les plus 
sensibles, mais la présence simultanée des 
deux activateurs produit le maximum 
d’activité (tableau II); 


m) avec le tampon Tris 0,033 M on a 
pour le sérum des lectures notablement 
supérieures 4 celles faites avec le tampon 
phosphates. La réaction peut étre ef- 
fectuée dans une étendue de pH assez 
large. Le maximum d’activité se ren- 
contre entre pH 7,0 et 7,2 (fig. 1); 

tv) pour la concentration du substrat (ac. 
3-OH-anthranilique) les courbes de trois 
sérums 4 différente activité démontrent 
que pour avoir le maximum d’activité 


Conventionnellement on indique l’activité comme A;’; A,’ = augmentation référée 4 1 ml de sérum de la densité optique 


ne sont pas nécessaires des concentrations 
plus grandes que 0,2 »Mol. (fig. 2); 


v) Tactivité 3-HAox est proportionnelle 
la concentration de l’enzyme qui pour 
nous est représentée par la quantité de 
sérum. Dans la figure 3 nous reportons 
pour deux sérums différents les valeurs 
de l’activité relative 4 des quantités 
croissantes du méme sérum. Les points 
se situent sur une ligne droite (fig. 3); 


TABLEAU II — Influence des activateurs sur |’activité 
3-HAox du sérum. 


| FeSO, GSH 
uMol. uMol. As’ 
| 0,1 _ 0,153 
0,3 0,177 
| 0,6 — 0,183 
| I 0,083 
3 0,087 
6 0,080 
0,6 3 0,200 
0,3 3 0,203 


| 


As’ en fonction des différentes quantités d’activateurs addi- 
tionées au milieu d’incubation. 


4 


Activité 3-HAox en fonction de la quantité de sérum 


Activité 3-HAox dans le sérum en fonction 
(concentration de l’enzyme). 


du pH. 
As: 
0,3! Soo 
0,250] 
° 
0,24 0,150 
° 0,100) 
0, 050; 
0.1 ; 
ai 05 imi 
6.6 70. 7.8 pH 
Fig. 3 - Variations de la densité optique en § minutes avec 


diverses quantités de sérum dans le milieu d’incubation pour la 
Fig. 1 - Variations d’activité 3-HAox avec tampon Tris mesure d’activité 3-HAox. Les deux courbes correspondent 4 


a différents pH. Maximum d’activité entre pH 7,0 - 7,2. deux différents sérums de rat. 


Activité 3-HAox dans le sérum en fonction 
du temps. 


Activité 3-HAox dans le sérum en fonction 
de la concentration du substrat. 


As: 
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Fig. 2 - A. relatives 4 diverses concentrations de substrat dans Fig. 4 - Variations de la densité optique pour ml de sérum 
le milieu d’incubation pour Ja mesure d’activité 3-HAox de dans la mesure d’activité 3-HAox de trois différents s¢rums de rat. 


trois différents s¢rums de rat. 
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vi) les courbes reportées dans la figure 4 
représentent l’activité 3-HAox de trois 
différents sérums en fonction du temps. 
La vitesse de réaction, maxima au début, 
diminue avec le temps. La lecture qui 
permet d’avoir en pratique la mesure 
de la vitesse initiale est celle faite 4 la 
premiére minute: toutefois la moyenne 
des variations de DO obtenues dans 
les minutes successives est en rapport 
fixe avec la variation observée pendant 
la minute initiale. L’étude de trés nom- 
breuses déterminations nous a permis de 
constater que d’aprés les A moyens pour 
minute calculés pendant les 5 ou les 
10 premiéres minutes, on peut obtenir 
le A de la premiére minute en les 
multipliant respectivement par 1,4 ou 
par 2,0. 


Par rapport 4 la température, la réaction 
enzymatique effectuée entre 15°C et 37°C se 
poursuit pratiquement avec la méme vitesse. 
Par contre il est important de souligner que 
l’activité 3-HAox, est trés labile dans le sérum 
par rapport a la température de conservation. 
A o°C nous avons démontré des pertes d’ac- 
tivité allant de 5-6% aprés une heure, 4 20%, 
aprés 6 heures 4 60% aprés 24 heures. Au 
contraire nous n’avons pas constaté des pertes 
importantes dans le sérum conservé 4 -30°C. 


Pour étudier dans les lésions hépatiques 
expérimentales l’activité 3-HAox qui, au moins 
dans les conditions actuelles de notre expé- 
rience, ne se rencontre jamais dans le sérum 
de rat normal, sain, dont le foie est dans toute 
son intégrité, nous avons employé deux moda- 
lités principales d’intoxication par le CCl,: la 
voie orale pour administration prolongée d'une 
solution 4 10 % dans de ’huile de paraffine et la 
voie intra-veineuse pour administration dans la 
veine mésentérique d’une dose unique de CCl, 
pur. Les lésions qui se manifestent aux dépens 
du foie présentent un tableau trés différent. 

A cété de la détermination de la 3-HAox, 
nous avons toujours effectué sur les mémes 
sérums le dosage de la transaminase glutamico- 
oxalacétique (GOT, 7), qui peut étre prise 
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comme indice de la gravité de la lésion hépa- 
tique. 

Dans la figure 5 les colonnes noires repré- 
sentent les moyennes des valeurs d’activité 
3-HAox dans les sérums des rats intoxiqués 
oralement aprés 2, 4, 8 administrations de CCl, 
(0,1 ml/too g de poids corporel) 4 jours 
alternés. Les colonnes hachurées voisines in- 
diquent les valeurs de la GOT sérique. 

Malgré la grande dispersion des données 
qui d’autre part survient également pour la 
GOT, la présence dans le sérum d’une activité 


Comparaison des activités 3-HAox et GOT dans le 
sérum de rat aprés intoxication orale avec CCl. 


3-HAox @ GOT 
As 
os: +2500 
0.5 +2000 
1500 
0,3 
1000 

0.24 

0,1] 500 

(6) 


administrations 


Fig. § - Moyennes de plusieurs détérminations dans différents 
sérums de rat aprés 2, 4, 8 administrations orales 4 jours alternés 
dune solution 10% de CCl, en huile de paraffine (ml 0,1/100 g 
poids corporel). Entre parenthéses le nombre des rats. 


3-HAox est évidente dans tous les cas, et sa 
valeur semble étre en relation avec la gravité 
de la lésion hépatique. 

Nous avons remarqué des valeurs élevées 
d’activité 3-HAox dans le sérum de rat 6 h 
aprés l'injection de CCl, dans la veine 
mésentérique. Voir tableau III: déja aprés 
18 h ces valeurs sont beaucoup plus modérées. 

Aussi la GOT, beaucoup plus sensible, va 
dans le méme sens. Enfin nous avons effectué 
parallélement des déterminations pour la com- 
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TaBLeau III - Comparaison des activités 3-HAox 
et GOT dans le sérum de rat aprés injection de CCl, 
(0,02 ml) dans la veine mésentérique. 


| } 3-HAox GOT 
Nombre Heures aprés) As’ | Unités 

| om Pinjection (moyennes + E. S.) 

| 

| 10 6 2,148 + 0,252 §2460 + 5818 

| | 

a | 18 0,468 + 0,148 24363 + $167 

| 


paraison entre l’activité 3-HAox du foie et 
celle du sérum de rats soumis 4 intoxication 
par injection de CCl], dans la veine mésenté- 
rique. 

D’aprés les données réunies dans le tableau 
IV on peut remarquer que 6 h aprés l’injection 
de CCl,, 4 des niveaux dlevés d’activité 3-HAox 
dans le sérum correspondent dans le foie des 
valeurs plus basses que celles des témoins; a 
la 18™¢ heure on a une diminution dans le 
sérum et une ultérieure diminution aussi dans 
le foie. 

Il semblerait donc que lors de l’apparition de 
la lésion hépatique aigué et massive telle que 
nous l’avons réalisée, il s’établit un rapide 
passage de I’activité 3-HAox dans le sang. 
Entre la 6™ et la 18™* heure la vitesse du pas- 
sage dans la circulation sanguine de I’activité 


TABLEAU IV Activité 3-HAox comparativement 
dans le foie et dans le sérum de rats intoxiqués avec 
injection de CCl, (0,02 ml) dans la veine mésenté- 
rique (moyennes + E. S.). 


Foie total Plasma | 
1 As 
-(témoin) + 66 | | 
6 760 + 92 | 1,879 + 0,294 
| 18 332 + 54 | 0,273 + 0,057 


Ay’ = augmentation de la densité optique pin dans la 
premiére minute; A;’ = augmentation référée 4 1 ml de sérum 
de la densité optique $0 ian dans les premiéres 5 minutes. 


3-HAox du foie n'est plus suffisante non 
seulement 4 augmenter ultérieurement le 
niveau d’activité dans le sérum, mais pas 
méme a maintenir celui atteint A la 6™* h. 
On ne peut pas exclure une neutralisation 
trés rapide ou une élimination de l’activité 
dans le sérum. 

La perte d’activité du foie in toto, reportée 
dans le tableau, n’est pas uniformément dis- 
tribuée dans le tissu: en isolant des parties 
bien délimitées de nécrose massive, nous avons 
pu observer que c’est surtout dans ces régions 
que l’on a la plus forte perte d’activité, tandis 
que les parties relativement indemnes la 
conservent dans une bonne mesure (ex. Apo/ 
minute: partie nécrotique = 0,030; partie 
indemne = 0,185). 

A la suite de ces observations, nous pou- 
vons conclure que I’activité 3-HAox du 
sérum est un indice de lésion hépatique, et 
son niveau est vraisemblablement en rapport 
avec le genre et l’importance de la lion 
elle-méme. 

Dans l’application l'étude des sérums hu- 
mains nous avons, pour le moment, des données 
sur 18 cas: 4 sujets normaux, 7 ictéres hépato- 
cellulaires, 3 ictéres par rétention (1 néoplasique, 
les autres lithiasiques) et 4 cirrhoses (1 ascitique; 
les autres sans ascite, mais avec subictére). 
Dans les cas étudiés on n’a pas remarqué une 
activité nettement démontrable; d’autre part 
on constate que les plus hautes valeurs de GOT 
observées dans deux cas d’ictére hépato-cel- 
lulaire ont donné des valeurs respectivement 
de 227 et 333 U. 

Du point de vue clinique, par contre, quel- 
ques malades étaient nettement dans un état 
grave; parmi eux, deux se trouvaient dans le 
coma. 

Ce serait tout 4 fait prématuré un jugement 
quelconque sur l’intérét de la réaction pour 
le diagnostic clinique. 

L’apparition de l’activité enzymatique dans 
le sérum seulement en cas de lésions graves 
ainsi que sa fugacité font prévoir la difficulté de 
la retrouver chez l-homme. Cela pourrait 
dépendre aussi d’exigences techniques qui n’ont 
pas été prises en consideration pour déceler une 
activité dans le sérum humain. 


= 


RESUME 


Une activité 3-hydroxyanthranilique-oxydase trés 
élevée a été démontrée dans le foie et.le rein des 
mammiféres. Nous avons recherché si telle acti- 
vité enzymatique était décelable dans le sérum de 
sang en conditions normales et pathologiques. 
L’action des s¢érums sur le substrat acide 3-hydroxyan- 
thranilique a été directement suivie au spectrophoto- 
métre, en mesurant la formation du composé qui 
absorbe 4 % 360 mu, et l’on a étudié les conditions 
optima pour le dosage de l’activité enzymatique 
(pH, activateurs, concentration du substrat, etc.). 
Cette méthode présente certains avantages techni- 
ques: les déterminations peuvent étre exécutées ra- 
pidement et ne nécessitent pas de réactifs cotiteux. 
Dans une premiére série d’expériences on a observé 
que l’activité 3-hydroxyanthranilique-oxydase n’est 
pas décelable dans le sérum de rat normal; au con- 
traire, on peut la mesurer clairement dans certaines 
conditions expérimentales comme l’intoxication par 
CCly. Dans l’intoxication par CCl4, il semble que 
pour produire une augmentation de cette activité 
soient nécessaires des lésion hépatiques d’un degré 
proportionnellement plus élevé que celui des lésions 
qui peuvent augmenter d’autres activités enzymati- 
ques, comme par exemple la GOT. L’activité 
3-hydroxyanthranilique-oxydase semble donc un 
index peu sensible des lésions hépatiques, mais assez 
spécifique pour les degrés plus élevés des mémes 
lésions. L’étude de l’activité 3-hydroxyanthranilique- 
-oxydase par la méthode que nous avons mise au 
point a été aussi étendue aux s¢rums humains. 


RIASSUNTO 
Attivita 3-idrossiantranilico-ossidasi nel siero. 


La presenza di un’elevata attivita 3-idrossiantra- 
nilico-ossidasi ¢ ben nota nel fegato e nel rene dei 
mammiferi. Abbiamo voluto ricercare se detta atti- 
vita enzimatica fosse dimostrabile nel siero di sangue 
in condizioni normali e patologiche. L’azione dei 
sieri sul substrato acido 3-idrossiantranilico é stata 
seguita direttamente allo spettrofotometro, misu- 
rando la formazione del composto che assorbe a 
360 my. e sono state studiate le condizioni ottimali 
per il dosaggio dell’attivita enzimatica (pH, attivatori, 
concentrazioni del substrato, ecc.). Vantaggi tecnici 
del metodo sono la rapidita d’esecuzione e la non 
necessita di reagenti costosi. Da una prima serie di 
esperimenti ¢ risultato che [l’attivita 3-idrossiantra- 
nilico-ossidasi non é rilevabile nel siero di ratto nor- 
male; essa é invece chiaramente misurabile in deter- 
minate condizioni sperimentali, come nell’intossica- 
zione da CCl. Con l’intossicazione da CCl, perché 
lattivita aumenti nel siero sembrano necessari gradi 
di danno epatico proporzionalmente maggiori di 
quelli capaci di produrre aumenti di altre attivita 
enzimatiche, come per esempio la GOT. L’attivita 
3-idrossiantranilico-ossidasi sembra quindi un indice 
relativamente poco sensibile del danno epatico, ma 
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piuttosto specifico per i gradi pili gravi di questo. 
Lo studio dell’attivita 3-idrossiantranilico-ossidasi, 
col metodo da noi messo a punto, é stato esteso anche 
a sieri umani. 


SUMMARY 
3-hydroxy-anthranilic oxidase activity in serum. 


The presence of a high 3-hydroxy-anthranilic 
oxidase activity in the liver and kidneys of mammals 
is wellknown. The investigators decided to deter- 
mine if said enzymatic activity could be detected in 
blood serum under normal and pathological condi- 
tions. The action of the sera on 3- hydroxy-anthranilic 
acid substrate was followed directly with the spectro- 
photometer, measuring the formation of the com- 
pound which absorbs at 360 my. and studying the 
best conditions for the assay of the enzymatic activity 
(pH, activators, concentration of the substrate, etc.). 
The technical advantages of the method are the speed 
of execution and the freedom from expensive rea- 
gents. A first series of experiments showed that 
3-hydroxy-anthranilic oxidase activity cannot be 
detected in the serum of normal rats. By contrast, it 
is clearly measurable in certain experimental condi- 
tions, such as CCl, poisoning. Degrees of hepatic 
damage scapula: higher than those capable of 
producing increases of other enzymatic activities such 
as GOT, for instance, seem necessary for the activity 
to increase in the serum during CCl, poisoning. 
Thus, the 3-hydroxy-anthranilic oxidase activity 
appears to be a relatively poorly sensitive index of 
hepatic damage, but rather specific for the more 
severe states of same. Study of 3-hydroxy-anthranilic 
oxidase activity by the investigators’ method was 
also extended to human sera. 


RESUMEN 
Actividad 3-hidroxi-antranilico oxidasa en el suero. 


Es manifiestamente conocida la presencia de una 
elevada actividad 3-hidroxi-antranilico oxidasa en el 
higado y en el rifién de los mamiferos. Hemos que- 
rido investigar si dicha actividad enzimatica era de- 
mostrable en el suero de sangre en condiciones nor- 
males y patolégicas. Ha sido seguida directamente 
por medio del espectrofotémetro la accién de los 
sueros sobre el substrato acido 3-hidroxi-antrani- 
lico, midiendo la formacidn del compuesto que 
absorbe a 360 my. y han sido estudiadas las con- 
diciones éptimas para la dosificacién de la actividad 
enzimatica (pH, activadores, concentracién del subs- 
trato, etc.). Ventajas técnicas del método son la 
rapidez de la ejecucion y el no necesitar reactivos 
costosos. De una primera serie de experimentos ha 
resultado que la actividad 3-hidroxi-antranilico-oxi- 
dasa no es determinable en el suero de rata normal 
siendo por el contrario claramente medible en de- 
terminadas condiciones experimentales, como en la 


intoxicacion por CCly. Con la intoxicacién por 
CCl, para que la actividad aumente en el suero 
parecen ser necesarios grados de lesién hepatica 
porcionalmente mayores que los capaces de producir 
aumentos de otras actividades enzimaticas, como por 
ejemplo la GOT. Por lo tanto, la actividad 3-hidroxi- 
antranilico-oxidasa parece ser un indice relativamente 
poco sensible de la lesién hepatica, pero mas bien 
especifico para los grados mas graves de ésta. El 
estudio de la actividad 3-hidroxi-antranilico-oxidasa 
con el método que nosotros hemos puesto en su punto, 
ha sido extendido también a sueros humanos. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die 3-Hydroxyanthranilsdéureoxydase-Aktivitat im Serum. 


Das Vorhandensein einer beachtlichen 3-Hydr- 
oxyanthranilsdureoxydase-Aktivitat in der Leber und 
in den Nieren der Saugetiere ist bekannt. Die Ver- 
fasser haben sich die Au gabe gestellt, zu untersuchen, 
ob diese Enzymtiatigkeit in Serum, unter normalen 
und pathologischen Bedingungen, nachweisbar ist. 
Die Reaktion des Serums auf das 3-Hydroxyanthra- 
nilsduresubstrat wurde unmittelbar spektrophoto- 
metrisch durch Messung der bei 360 my. absorbie- 
renden Verbindung verfolgt. Es wurden die opti- 
malen Bedingungen fiir die quantitative Bestim- 
mung der Enzymtiatigkeit (pH, Aktivatoren, Kon- 
zentration des Substrates usw.) festgestellt. Die prak- 
tischen Vorteile der Methode sind vor allem die 
Schnelligkeit der Ausfiihrung sowie die Verwendung 
nicht kostspieliger Reagentien. Aus einer ersten 
Reihe von Versuchen geht hervor, dass im Serum 


normaler Ratten eine Aktivitat der 3-Hydroxyan- 
thranilsdureoxydase nicht nachweisbar ist. Eine solche 
Aktivitét kann jedoch deutlich unter gewissen 
Versuchsbedingungen, wie z.B. bei Vergiftungen 
mit Tetrachlorkohlenstoff, gemessen werden. Damit 
aber bei Tetrachlorkohlenstoffvergiftungen diese 
Enzymtiatigkeit im Serum eine Zunahme erfiahrt, 
scheinen verhiltnismassig schwerere Leberschadi- 
gungen vorliegen zu miissen als solche, welche 
ansonsten im Stande sind, die Zunahme anderer 
Enzymaktivititen hervorzurufen. Die Bestimmung 
der Aktivitat der 3-Hydroxyanthranilsiureoxydase 
scheint also ein wenig empfindliches Mass fiir das 
Vorhandensein von Leberschadigungen zu sein, 
wihrend sie eher eine empfindliche Anzeige fiir die 
schwersten Grade von Leberschadigungen darstellt. 
Die Untersuchungen iiber die Aktivitit der 3-Hydr- 
oxyanthranilsiureoxydase wurden, mittels der von 
den Autoren ausgearbeiteten Methode. auch auf das 
menschliche Serum ausgedehnt. 
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Prime indagini sulle reazioni di transaminazione 
di aminoacidi aromatici nel plasma 


M. COLTORTI - G. GIUSTI - A. DI SIMONE - G. BUDILLON 


L’elevazione cospicua delle attivita transa- 
minasiche aspartico-chetoglutarico ed alanina- 
-chetoglutarico del plasma in condizioni di 

atologia umana o sperimentale determinanti 
Laas epatocellulare acuta di tipo necrotico 
é un fatto ampiamente noto. Non ci risulta 
che fino a questo momento sia stato studiato, 
nelle stesse condizioni di patologia epatica, il 
comportamento a livello del plasma di altre 
attivita transaminasiche, la cui presenza nel 
fegato ¢ sicuramente documentata. 

Di recente, Lin e Coll. (1, 2, 3, 4) hanno 
portato ampi contributi alla conoscenza delle 
reazioni di transaminazione di aminoacidi aro- 
matici nel tessuto epatico del ratto e di vari fat- 
tori, dietetici ed ormonali, che intervengono 
nella loro regolazione. Gli stessi AA. hanno 
elaborato sensibili ed accurate metodiche di 
dosaggio, basate sugli spettri di assorbimento 
elettivi all’ ultravioletto elle forme enoliche dei 
diversi chetoacidi aromatici prodotti da tali 
reazioni. 

Noi abbiamo ritenuto che lo studio delle 
stesse attivita enzimatiche nel plasma potesse 
fornire elementi atti alla delineazione di nuovi 
aspetti fisiopatologici della sofferenza acuta 
epatocellulare ed eventualmente _all’indivi- 
duazione di nuovi tests enzimatici applicabili 
nella ricerca clinica e sperimentale. Abbiamo 
percid preso in considerazione le attivita 
transaminasiche istidina-piruvato, fenilalanina- 
-piruvato, tirosina-x-chetoglutarato, triptofa- 
no-z-chetoglutarato. 


La presente nota é stata oggetto di Comunicazione al Simposio 
Europeo di Enzimologia Medica a Milano il 28-29 marzo 1960. 


Rendiamo noti in questa sede i risultati 
ottenuti nell’intossicazione acuta del topo da 
CCl. Il contemporaneo studio dei livelli en- 
zimatici nel plasma ¢ nel tessuto epatici avrebbe 
inoltre potuto consentirci chiarimenti circa i 
fattori ps condizionano la comparsa nel plasma 
di enzimi di origine tessutale e l’entita della 
loro elevazione allorché si abbia un danneg- 
giamento parenchimale di una certa entita. 


PARTE SPERIMENTALE 


Le modalita di intossicazione degli animali 
e di raccolta del plasma sono state altrove de- 
scritte (5). Gli animali venivano sacrificati dopo 
26-27 ore dalla somministrazione intraperi- 
toneale di CCl,. Per il dosaggio delle attivita 
transaminasiche in quasi tutti gli esperimenti 
abbiamo adottato la metodica basata sulla dif- 
ferenza cheto-enolica di assorbimento spettrale 
dei vari piruvati aromatici, seguendo comples- 
sivamente le indicazioni di Lin e Coll. (2) (*). 

Le determinazioni sono state condotte su 
plasma ottenuto da pools di sangue eparinato 
di topi normali e di topi intossicati, o sul 
sovranatante di omogenati al 10% di fegato 
di topi sani ed intossicati, eseguiti in soluzione 
NaOH 0,005 N e KCl 0,14 M, centrifugati 


(*) Tale metodo di saggio é basato sul fatto che i tautomeri 
enolici degli a-chetoacidi aromatici assorbonoe fortemente la luce 
U.V., intorno ai 300 mu. Non disponendo di tautomerasi puri- 
ficata che rende non limitante la reazione di tautomerizzazione, 
abbiamo adottato la metodica descritta dagli AA. citati, basata 
sulla tautomerizzazione del chetoacido prodotto, dopo depro- 
teinizzazione con acido metafosforico della miscela di reazione, 
in presenza di arseniato-borato. 


per 5’ a 4000 r.p.m. Incubazione a 25° C. 
Lettura allo spettrofotometro Beckman mod. 
D.U., alle seguenti lunghezze d’ onda: istidina- 
-piruvato ? 293 mu, fenilalanina-piruvato 
300 mu. tirosina-chetoglutarato 7. 310 
triptofano-chetoglutarato 7 332 muy. 

Il saggio delle attivita enzimatiche é stato 
eseguito su plasma ed omogenato senza e con 
attivazione con piridossalfosfato. L’attivazione 
veniva compiuta mescolando e preincubando 
a temperatura ambiente 50 wg di piridossal- 
fosfato ogni 0,25 ml di plasma o di sovrana- 
tante di omogenato. 

L’attivita tirosina-chetoglutarato transamina- 
sica ¢ stata studiata in presenza di dietilditiocar- 
bamato 0,0033 M, aggiunto allo scopo di bloc- 
care l’eventuale attivita p-idrossifenilpiruvato- 
-ossidasica, che avrebbe distrutto parte del 
chetoacido aromatico formato dalla reazione 
transaminasica. In alcuni esperimenti sul pla- 
sma ¢ stato eseguito il dosaggio parallelo con 
e senza DDC, al fine di documentare la pre- 
senza eventuale di tale attivita ossidasica. 

L’attivita istidina-piruvato transaminasica ¢ 
stata saggiata in presenza di etilendiaminatetra- 
cetato 0,0266 M, al fine di prevenire la forma- 


zione di acido urocanico (che avrebbe interfe- 
rito nella determinazione spettrofotometrica 
dell’imidazolilpiruvato) da parte di eventuale 
presenza di istidasi. Per stabilire se nel plasma 
compaia quest’ultimo enzima, sono state con- 
dotte prove in parallelo con e senza EDTA 
(v. grafico). Alcune di queste prove sono 
state eseguite anche con il metodo spettrofo- 
tometrico diretto continuo secondo Lin e Coll. 
(2), reso possibile dal fatto che la tautomerizza- 
zione delPimidazolilpiruvato decorre sponta- 
neamente ed in maniera sufficientemente rapida 
da non costituire fattore limitante. 


RISULTATI E CONCLUSIONI 


I risultati di alcune delle varie esperienze 
eseguite sono riportati nelle tabelle ¢ nel gra- 
fico. 

Essi documentano che nella necrosi epato- 
cellulare da CCl, si ha passaggio in circolo 
dal tessuto leso di transaminasi agenti su 
aminoacidi aromatici. 

Delle quattro attivita studiate, la fenilala- 
nina-piruvato transaminasica é quella che in 
maggior misura viene evidenziata nel plasma 


TABELLA I - Livelli di attivita transaminasiche aromatiche nel fegato e nel plasma di topo normale 
e nel plasma di topo intossicato con CCl. 


Attivita transaminasiche 


Istidina-piruvato 


| non 
attivata attivate 
| 
| | 
Fegato di topo normale (medie di 6 | 
| 
| Plasma di topo normale (medie di 7 
| Plasma di topo intossicato con CCl, 
(medie di 6 determinazioni) ...... | 2,16 | 2,43 
Differenza % tra prova non attivata 


Pe 
| nol | non 
attivata attivata | tivata attivata 
| 
352 410 10,05 9.95 $42 $52 
0,00 0,25 9,00 0,00 0,00 0,00 
4,48 6,77 | 0,17 0,45 0,28 1,58 | 
+ 51,1 | + 164,7 + 464 | 


Le attivita enzimatiche sono espresse in termini di »moli di chetoacido (rispettivamente: imidazolilpiruvato, fenilpiruvato, indo- 
lilpiruvato e p-idrossifenilpiruvato) formato da I g di proteina tessutale o da I ml di plasma in 60’ a 25°C. 
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| 


nel corso della necrosi, ed é anche |’ unica che, 
seppure in quota minima, riesce ad essere 
dosata nel plasma di topi sani (v. tabella I). 
L’entita del passaggio in circolo delle diverse 
transaminasi aromatiche non appare stretta- 
mente legata a livello degli stessi enzimi nel 
tessuto epatico. Mentre infatti nell’omogenato 
di fegato abbiamo osservato il seguente com- 
portamento quantitativo: tirosina-chetogluta- 
rato > fenilalanina-piruvato > istidina-piru- 
vato > iniiasedineahiineine, nel plasma 
dopo intossicazione con CCl,, le 4 reazioni 
di transaminazione sono nel rapporto: fenilala- 
nina-piruvato > istidina-piruvato > tirosina- 
-chetoglutarato > triptofano-chetoglutarato. 
Solo per l’attivita triptofano-chetoglutarato, 
alla minor ricchezza nel fegato corrisponde 
la pitt esigua comparsa nel plasma. Se vogliamo 
esprimere in termini percentuali il rapporto 
tra l’entita dei valori delle singole attivita 
transaminasiche epatiche ¢ delle stesse comparse 
nel plasma in corso di necrosi epatica, ponendo 
uguale a roo il valore di ciascuna attivita 
epatica riferita a un g di proteina tessutale, 
abbiamo per le attivita plasmatiche, riferite a 
1 ml di plasma, i seguenti valori: triptofano- 
-chetoglutarato 4,54; istidina-piruvato 1,71; 
fenilalanina-piruvato 1,65; tirosina-chetoglu- 
tarato 0,28 (*). Il che dimostra chiaramente 
che, oltre a livello di attivita enzimatica tes- 
sutale, nel determinare l’entita del tasso pla- 
smatico delle diverse attivita enzimatiche in- 
fluiscono altri fattori, diversi da enzima ad 
enzima. 


(*) Per un raffronto tra i valori delle attivita transaminasiche 
aromatiche, alanina- ed aspartico-chetoglutarico, abbiamo rical- 
colato i valori di queste ultime due, riportati in un nostro 
precedente lavoro (6), nel tessuto epatico di topo sano e nel pla- 
sma, all’incirca nella stessa fase dell’intossicazione da CCly,, 
ottenendo i seguenti dati (umoli di chetoacido formato da I g 
di proteina tessutale o da I ml di plasma in 60’ a 37°C): a) atti- 
vita aspartico-chetoglutarico transaminasica epatica 30.120, pla- 
smatica 171,6; 6) attivita alanina-chetoglutarico transaminasica 
epatica 29.760, plasmatica 372,0. Un confronto di questi valori 
con i dati riportati nella presente nota - sia pure reso del tutto 
approssimativo per la diversita di metodica, comportante condi- 
zioni notevolmente differenti in cui si sono svolte le reazioni 
enzimatiche — indica il grande divario quantitativo a livello del 
fegato e del plasma tra le attivita transaminasiche aspartico- ed 
alanina-chetoglutarico da un lato e quelle agenti su aminoacidi 
aromatici dall’altro. 


Ci sembra interessante il fatto che tutte e 
quattro le transaminasi plasmatiche vengono 
chiaramente attivate dall aggiunta in vitro di 
piridossalfosfato. Cid dimostra che nel pas- 
saggio dal tessuto al plasma viene perduto il 
rapporto ottimale tra apoenzima e coenzima, 
analogamente a quanto gia da noi dimostrato 
per l’attivita fosfoglicomutasica (7). L’entita 
dell’attivazione varia notevolmente dall’uno 
all’altro enzima (v. tabella 1). 

Per quanto riguarda le attivita enzimatiche 
epatiche, rileviamo che l’attivabilita da aggiunta 
in vitro di piridossalfosfato ¢ molto pit mo- 
desta e, nel caso della triptofano-chetogluta- 
rico transaminasi, addirittura assente. 

Nella fase dell’intossicazione presa in esame 
nelle nostre esperienze, dalle prime indagini 
eseguite non sono apparse differenze costanti 
delle attivita enzimatiche epatiche tra topi 
intossicati e controlli. 


1,07 +4 
0,97 

+3 
0,8- +2 


0,77 

0,57 
0,44 Wa 
0,34 Yr 


0,2- 
0,1 - 
T T T T 
5; 8 a 


I - Prova non attivata, con EDTA; 2 - idem, senza EDTA; 
3 - Prova attivata, con EDTA; 4 - idem, senza EDTA. 


(In ascisse, tempo in minuti; in ordinate, densita ottica). 


Andamento della reazione istidina-piruvato transaminasica in 
presenza di plasma di topo intossicato con CCl,, attivato e non 
con piridossalfosfato, in presenza ed in assenza di EDTA (A 293 mu). 


Composizione della prova: istidina cloridrato ~moli 300; pi- 
ruvato di sodio pmoli 160 (sciolti rispettivamente in 2,00 ml 
ed in 0,50 ml di soluzione di borato 0,82 mol, pH 8,2); EDTA 
umoli 40 (in 0,20 ml di HO); plasma (attivato o non con 
piridossalfosfato) ml 0,10; H,O a volume finale di ml 3,00, 
PH 8,2. Incubazione a 25°C. 
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TaBELLA II — Dosaggio del p-idrossifenilpiruvato nella 

reazione tirosina-chetoglutarico transaminasica in pre- 

senza di plasma di topo intossicato con CCl, con 
o senza DDC nella miscela di reazione. 


TaBELLA III — Dosaggio dell’imidazolilpiruvato (vero 
ed apparente) nella reazione istidina-piruvato transa- 
minasica in presenza di plasma di topo intossicato 
con CCly, con o senza EDTA nella miscela di reazione. 


| Esper umoli / ml / 60’ | Esperi / ml / 60’ 
| N. differenza EDTA | EDTA differenza 
I 1,54 1,21 0,33 I 1,76 | 3,20 1,44 
| 
| 2 1,28 1,08 0,20 ; 2,20 | 3,40 1,20 
| 3 1,42 I, 0,31 | 3 | 1,60 3,04 1,44 
media 1,41 1,13 0,28 | media | 1,85 3,21 | 1,36 
DDC = 


dietilditiocarbamato 0,0033 M. 


Segnaliamo infine due dati che pure riteniamo 
di un certo rilievo: 1) l’omissione di dietildi- 
tiocarbamato nelle prove di attivita tirosina- 
-chetoglutarato transaminasica in presenza di 
plasma di topo intossicato fa diminuire chia- 
ramente le quantita di p-idrossifenilpiruvato 
dosatoal termine dell’incubazione (v. tabella Il) ; 
2) Pomissione di etilendiaminatetracetato nelle 
prove di attivita istidina-piruvato transamina- 
sica con plasma di topo intossicato determina 
un chiaro incremento della densita ottica 
rispetto alle prove eseguite con etilendiamina- 
tetracetato (v. tabella III e grafico). 

Queste esperienze pertanto forniscono ele- 
menti indiretti per affermare che, accanto alle 
quattro attivita transaminasiche considerate, la 
necrosi epatica ha determinato la comparsa 
nel plasma anche di p-idrossifenilpiruvato os- 
sidasi, che — qualora non inibita dal dietil- 
ditiocarbamato — distrugge una certa quota 
di chetoacido formato nella reazione tirosina- 
-chetoglutarato, ¢ di istidasi, cui ¢ dovuta la 
formazione di acido urocanico nelle prove in 
assenza di etilendiaminatetracetato, che inter- 
ferisce nel saggio spettrofotometrico dell’imi- 
dazolilpiruvato prodotto dalla reazione di 
transaminazione istidina-piruvato. 

Sono in corso indagini per valutare l’anda- 
mento delle stesse attivita enzimatiche di cui 
si é riferito in questa nota, nel plasma di pa- 
zienti affetti da epatite virale. 
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EDTA = etilendiaminatetracetato 0,026 M. 


RIASSUNTO 


Gli AA. hanno studiato, nella necrosi epatica spe- 
rimentale del topo da CCl, il passaggio in circolo 
dei seguenti enzimi: transaminasi istidina-piruvato, 
fenilalanina-piruvato, tirosina~z-chetoglutarato, trip- 
tofano-«-chetoglutarato. Hanno dimostrato che: 
1) nel plasma di topo normale é evidenziabile solo 
modesta attivita fenilalanina-piruvato transaminasi¢a; 
2) nel plasma di topo intossicato compaiono livelli 
abbastanza cospicui di tutte e quattro le attivita enzi- 
matiche, pienamente evidenziate dopo aggiunta in 
vitro di piridossalfosfato; 3) V’entita dei valori pla- 
smatici di tali attivita non é strettamente correlata 
all’entita del contenuto epatico dei singoli enzimi. 
Con particolari modalita sperimentali é stato ancora 
dimostrato che, in corso di necrosi epatica, compaiono 
nel plasma attivita p-idrossifenilpiruvato ossidasica 
ed istidasica. 


RESUME 


Premiéres recherches sur les réactions de transamination 
@’amino-acides aromatiques dans le plasma. 


Dans la nécrose hépatique expérimentale de la 
souris due au CCly, les auteurs ont étudié le passage 
dans la circulation des enzymes suivants: transaminases 
histidine-pyruvique, phénylalanine-pyruvique, tyro- 
sine-2-cétoglutarique, tryptophane-2-cétoglutarique. 
Ils ont démontré que: 1) dans le plasma de souris 
normale, seule une modeste activité 4 type de transa- 
minase phénylalanine-pyruvique peut étre constatée; 
2) dans le plasma de souris intoxiquée, apparaissent 
des taux assez considérables des quatre activités en- 
zymatiques, pleinement mises en évidence aprés 
addition in vitro de phosphate de pyridoxal; 3) l’im- 
portance des valeurs plasmatiques de ces activités 
n’est pas strictement liée 4 l’importance des taux 


hépatiques de chacun des enzymes. Par des modalités 
expérimentales particuliéres, il a encore été démontré 
que, en cours de nécrose hépatique, des activités a 
type d’oxydase p-hydroxyphényl-pyruvique et d’his- 
a apparaissent dans le plasma. 


SUMMARY 


Preliminary studies on transamination reactions of aro- 
matic amino acids in plasma. 


The investigators studied the passage of the fol- 
lowing enzymes into the blood stream in mice suffer- 
ing from experimental hepatic necrosis due to CCl: 


histidine-pyruvate, ine-pyruvate, tyrosine- 
-z-ketoglutarate and tryptophan-«-ketaglutarate trans- 
aminases. 


They demonstrated that: 1) the plasma 
of normal mice shows only slight sheniiieain- 
-pyruvate transaminase activity; 2) sufficiently high 
levels of all the four enzymatic activities are seen 
in poisoned mice, and are fully detectable after in 
vitro addition of pyridoxal-phosphate; 3) the size 
of the plasmatic values of these activities is not strictly 
proportional to the degree of the hepatic content of 
the single enzymes. Special experimental methods 
have also shown that p-hydroxyphenyl-pyruvate 
oxidasic and histidasic activities appear in the plasma 
during hepatic necrosis. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen iiber Transaminierungsreaktionen aro- 
matischer Aminosduren im Plasma. 


Die Autoren haben den Ubergang einiger Enzyme 
in den Blutkreislauf in Abhangigkeit einer durch 
Tetrachlorkohlenstoff in der Maus hervorgerufenen 
Lebernekrose untersucht. Die betreffenden Enzyme 
sind: die Histidin-Brenztraubensauretransaminase, die 
Phenylalanin-Brenztraubensauretransaminase, die Ty- 
rosin-2-K etoglutarsauretransaminase und die Trypto- 

onnten zeigen: 1) dass im Plasma der normalen 
Maus nur eine geringe Tatigkeit der Phenylalanin- 
-Brenztraubensduretransaminase feststellbar ist; 2) dass 
im Plasma der mit Tetrachlorkohlenstoff behandelten 
Maus alle vier Enzyme aktiv sind und zwar in beacht- 


lichem Masse. Dies kann durch Zusatz von Pyrido- 
xalphosphat in vitro augenscheinlich gemacht werden; 
3) dass die im Plasma bestimmten Werte der En- 
zymaktivitaten keinen unmittelbaren Zusammenhang 
mit der Konzentration der einzelnen Enzyme in 
der Leber erkennen lassen. Mittels besonderer expe- 
rimenteller Verfahren konnte iiberdies gezeigt werden, 
dass im Zug einer Lebernekrose im Plasma p-Hy- 
droxyphenyl-Brenztraubensaure-O xy dase-bezieh- 
ungsweise-Histidase Aktivitaten aufscheinen. 


RESUMEN 


Primeras investigaciones sobre las reacciones de transami- 
nacién de aminodcidos aromaticos en el plasma. 


Los AA. han estudiado, en la necrosis hepatica 
experimental del ratén por CCly, el pasaje a través de 
la circulacién de las siguientes enzimas: transaminasas 
histidina-piruvato, fenilalanina-piruvato, tirosina-2- 
-cetoglutarato, triptéfano-2-cetoglutarato. Han de- 
mostrado que: 1) en el plasma de ratén normal 
es posible evidenciar sdlo una modesta actividad 
fenilalanina-piruvato transamindsica; 2) en el plasma 
de rat6n intoxicado aparecen niveles bastante elevados 
de las cuatro actividades enzimiticas, plenamente 
patentizadas luego de la agregacién in vitro de fosfato 
de piridoxal; 3) la entidad de los valores plasmaticos 
de dicha actidivad no esta estrechamente ligada a la 
entidad de la tasa hepatica de cada enzima. Con par- 
ticulares modalidades experimentales ha sido demos- 
trado ademas que, durante necrosis hepatica, aparecen 
en el plasma actividades p-hidroxifenil-piruvato 
oxidasica e histiddsica. 
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ISTITUTO DI MERCEOLOGIA DELL’UNIVERSITA DI BARI 
(Direttore: Prof. G. Nebbia) 


Ricerche sulla dispersione rotatoria dell’acido ascorbico 


G. NEBBIA - M. PIZZOLI - M. FAVILLI 


In ricerche precedenti ¢ stato mostrato che 
il potere rotatorio specifico dell’acido ascor- 
bico varia in funzione del pH e che é possibile 
calcolare, da tale variazione, le costanti di 
dissociazione di questa sostanza (1, 2, 3). 

Nella presente nota si é ritenuto interessante 
determinare la dispersione rotatoria delle so- 
luzioni di acido ascorbico a diversi pH. 

La misura della dispersione rotatoria del- 
l’acido ascorbico e dell’ascorbato monosodico 
fu effettuata da Lowry e Pearman (4) e da 
Herbert, Hirst e Wood (5) fin dal 1932-33. 

Nel problema del potere rotatorio dell’acido 
ascorbico esistono ancora alcuni punti che deb- 
bono essere chiariti. 

Innanzitutto non sono state determinate le 
dispersioni rotatorie di soluzioni contenenti 
miscele dell’acido ascorbico e dei suoi sali, 
ma solo quelle di soluzioni contenenti acido 
ascorbico o il suo sale monosodico separata- 
mente (5). In secondo luogo, dalle ricerche 
degli Autori citati (4), appare che il potere 
rotatorio dell’acido ascorbico varia col variare 
della concentrazione. 

Questo fenomeno, che é molto comune per 
molte sostanze otticamente attive, ¢, nel caso 
dell’acido ascorbico, troppo vistoso per non 
meritare un riesame. Poiché infatti, in sll alle 
ricerche precedenti (1, 2, 3) era stato messo in 
evidenza che il potere rotatorio delle soluzioni 
di acido ascorbico varia col variare del pH, 
é sembrato ragionevole pensare che |’apparente 
variazione del potere rotatorio con la concen- 
trazione potesse essere dovuta in realta al fatto 


Questa ricerca é stata possibile grazie ad un contributo finanziario 
del Consiglio Nazionale delle Ricerche. 


che le soluzioni di acido ascorbico a diverse 
concentrazioni hanno in realta pH notevol- 
mente differenti. 

Le ricerche che verranno riferite hanno con- 
fermato questa ipotesi ed hanno mostrato che 
in soluzione acida il potere rotatorio dell’acido 
ascorbico non varia sensibilmente con la con- 
centrazione. 


PARTE SPERIMENTALE 


Materiale. 11 prodotto impiegato era acido 
l-ascorbico RP Erba C,H, 9O, _presentante 
una purezza, determinata per titolazione con 
jodio, superiore al 99%. 


Apparecchi. Le misure di dispersione rota- 
toria sono state effettuate con un aggregato 
polarimetrico Keston Standard Mod. D, ap- 
plicato allo spettrofotometro Beckman DU, 
effettuando le letture ogni 25 my. fra 700 e 
400 my. e ogni 10 my. fra 400 e 330 mu. 

Per la tecnica delle misure va fatto riferi- 
mento ad un lavoro precedente (6). 

Il potere rotatorio a 589 my. é stato control- 
lato con un saccarimetro a campo tripartito. 

Il potere rotatorio specifico [a] definito, 
com’é noto, da: 

100 % 
[z] = 
lc 


dove x é la rotazione osservata, | é la lunghezza 
del tubo polarimetrico, in dm, e ¢ é la con- 
centrazione in g/1oo 

La misura ied pH é stata effettuata per via 
elettrometrica con un apparecchio Beckman 
Mod. H-2 a elettrodo di vetro. 

Tutte le misure sono state effettuate a tem- 
perature fra 20 € 24°. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 


A) Dispersione rotatoria di soluzioni acquose ed 
acide di acido ascorbico. 


Nel loro lavoro sulla dispersione rotatoria 
dell’acido ascorbico, Lowry e Pearman (4) 
mostrarono che le sue soluzioni acquose pre- 
sentavano dispersione anomala, con un massimo 
intorno a 435 my. e che il potere rotatorio 
specifico delle soluzioni acquose di acido 
ascorbico variava poco per concentrazioni fra 
il 10 e il 5%, mentre aumentava sensibilmente 
con il diminuire della concentrazione, per con- 
centrazioni fra il 2 e lo 0,6%. 


Essi suggerirono che tale aumento poteva 
essere forse attribuito ad un fenomeno di 
idratazione reversibile, ma che questo non era 
dimostrato. 

Per chiarire questo punto sono state prepa- 
rate delle soluzioni acquose di acido ascorbico 
a concentrazioni fra 0,5 e 6% e di tali soluzioni 
é stata determinata la dispersione rotatoria. I 
risultati sono riassunti nella tabella I, dove sono 
riportati anche quelli noti dalla letteratura per 
mostrare il buon accordo fra le presenti mi- 
sure e tali risultati. 

Nelle soluzioni da noi analizzate é stato 
anche determinato il pH, ¢ la figura 1 mostra la 


TABELLA I — Valori del potere rotatorio specifico di soluzioni di acido ascorbico in acqua a diverse 
concentrazioni fra 0,5 e 13,9%. Per le soluzioni analizzate nel presente lavoro ¢ riportato anche il pH. 


| | | | 
mu | (*) (**) | (***) (**) | (***) (**) (***) (**) (***) (**) (***) 
| 
675 16,8 17,3 17,6 17,8 18,6 
670,8 | 16,2 | 16,55 16,80 17,05 17,72 19,23 
650 | 17,8 18,3 | 36,5 19,5 20,3 
625 | 18,9 | 19,5 19,8 20,8 21,8 
600 20,1 | 21,0 21,7 22,5 23,6 
§89,3 20,0 20,9 21,5 24,5 23,2 24,2 
$78,0 21,10 | 21,73 | 22,66 23,48 25,47 
575 22,0 | 22,5 23,1 24,1 25,55 
| §§0 23,5 24,2 24,6 26,4 28,1 
546,1 22,90 23,40 24,22 25543 27,92 
525 2457 | 2557 26,9 28,7 | | 309 
| §00 | 26,7 27:7 28,8 | | 3345 
481,1 | 26,85 27,90 30,27 | 32,08 | 34,67 | 
475 | 26,3 28,2 | 29,3 | 305 | 3451 36,5 
450 27,2 29,1 30,1 3257 | 37,0 | 392 | 
435,8 | 27,65 | 30,8 | 33,85 | | 36,13 37,13 | 
425 30,3 32,8 | 33-5 | 38,1 | 40,2 
400 29,1 | 30,7 32,5 36,2 | | 40,2 
390 | 28,7 | 31,7 35,9 | 
389,2 24,0 | 
380 2555 | 27,1 29,3 32,3 | 38,7 
370 21,3. | | 24,0 25,7 30,0 36,0 
360 14,2 17,5 | | 18,8 | 22,5 26,2 32,7 
350 2.7 | | 12,9 | 17,0 19,65 | | 30,0 


(*) Dati di Herbert, Hirst e Wood, §. La serie completa di tali dati ¢ contenuta nella curva 7 della figura 2. 


Lowry e Pearman, 4. (***) Dati delle presenti ricerche. 
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(**) Dati di 


variazione del potere rotatorio specifico [z]sgq 
in funzione del pH. 

Per confermare se veramente la variazione 
del potere rotatorio era dovuta al pH della 
soluzione piuttosto che alla variazione della 
concentrazione, si sono preparate delle solu- 
zioni di acido ascorbico a varie concentrazioni, 
aggiungendo acido cloridrico, in modo da 
portare il pH al valore di circa 0,5 unita. I 
risultati sono riassunti nella tabella II e ripor- 
tati nella figura 2. 

Dai dati della tabella II appare chiaramente 
che se si aumenta l’acidita della soluzione (e 
diminuisce quindi la dissociazione dell’acido 
debole) il potere rotatorio specifico dell’acido 
ascorbico diminuisce fino a raggiungere un 
valore di +19,5° alla lunghezza d’onda di 
589 mu, costante indipendente- 
mente dalla concentrazione e¢ corrispondente 


0 1 2 
Fig. 1 - Variazione del potere rotatorio specifico [a]<g9 in fun- 


zione del pH per valori di pH fra 0,5 ¢ 3,2. Valori ricavati 
dalle tabelle I, I e Il. 


alla forma AH, dell’acido ascorbico non disso- 
ciato. 

Pud essere interessante notare che la curva 
riportata nella figura 1 é praticamente coinci- 
dente con quella riportata in una delle note 
precedenti (1). 

Le curve di dispersione rotatoria delle solu- 
zioni di acido ascorbico riportate nella figura 2 
sono in buon accordo con quelle ottenute da 
Lowry e Pearman (4) e da Herbert, Hirst e 
Wood (5), pure riportate nella stessa figura. 

Esaminiamo ora alcune di queste curve che 
mostrano come I’acido ascorbico presenta di- 
spersione anomala nel visibile. 

E noto che le curve di dispersione rotatoria 
possono essere rappresentate con |’equazione 
di Drude (7), che esprime la relazione fra potere 
rotatorio e lunghezza d’onda nella forma: 


ky 


[x] = 


22 = 2. 


dove ~ rappresenta il potere rotatorio, k, sono 
costanti, 7 ¢ la lunghezza d’onda della luce 
impiegata per le misure ¢ 2, ¢ una serie di 
lunghezze d’onda associate con le bande di 
assorbimento spettrale che regolano la disper- 
sione (8, 9, 10). 

Normalmente si usa tale equazione nella 
forma contenente soltanto i primi due termini 
o anche solamente il primo termine se la di- 
spersione dalla sostanza pud essere descritta 
con una curva semplice € quindi se la prima 
banda di assorbimento otticamente attiva é nel 
lontano ultravioletto. 

Il problema dell’interpretazione delle curve 
di dispersione rotatoria dell’acido ascorbico é 
stato affrontato dagli Autori gia pid volte citati. 

Herbert, Hirst e Wood (5) hanno indicato 
che la curva di dispersione rotatoria ottenuta 
con una soluzione di concentrazione 13,9% 
in acqua (prima colonna della tabella I ¢ corri- 
quien curva della figura 2) pud essere 
descritta con un’equazione della forma 


1,390 2,518 


=- 


22 = 0,063 72 - 0,0195 


A parte l’anomalia nella zona visibile dello 
spettro in cul l'acido ascorbico non presenta 
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assorbimento, dall’equazione sopra indicata 
appare che il termine 22 = 0,063 yu? corri- 
sponde alla lunghezza d’onda di 250 my, 
valore in ottimo accordo con quello del 
massimo di assorbimento delle  soluzioni 
acquose di acido ascorbico (245 mw) (5, 11, 
12, 13). 

Inoltre il secondo termine dell’equazione di 
Drude ha un valore 4? = 0,0195 wu? che cor- 
risponde ad un assorbimento che dovrebbe 
aver luogo ad alta frequenza con un massimo 
intorno a 140 my. (regione di Schumann). La 
sostanza presenta quindi un’elevata anomalia. 

Lowry e Pearman (4) hanno invece rappre- 
sentato le curve da loro ottenute (cfr. i cor- 
rispondenti dati della tabella I e della figura 2) 


con un’equazione della forma 


8,464 
[7] 
= 0,0§412 


2 


17,142 
2 


Anche il loro termine 22 = 0,05412 2? 


corrisponde ad un assorbimento nella zona di 
233 my. valore di poco diverso da quello del 


massimo di assorbimento osservato sperimen- 
talmente. 

E evidente che, soprattutto nel caso di curve 
anomale, la dispersione rotatoria pud essere 
rappresentata con diverse equazioni di Drude, 
di poco differenti fra loro, che si adattano 
ugualmente bene ai dati sperimentali e la cui 
differenza dipende dal numero di termini presi 
in considerazione. 

Comunque, in entrambi i casi la curva di 
dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in 
acqua presenta una seconda anomalia, oltre a 
quella della zona visibile, prevedibile in corri- 
spondenza di lunghezze d’onda intorno a 
240-245 my. lunghezze d’onda che corri- 
spondono al massimo di assorbimento del- 
Vacido ascorbico. 

In base ai dati qui riportati si pud proporre, 
per la curva di dispersione rotatoria dell’acido 
ascorbico non dissociato (AH,), una nuova 
equazione della forma 


TaBeLtA II — Valori del potere rotatorio specifico di acido ascorbico a varia concentrazione 
in soluzione di acido cloridrico 0,5; N (pH circa 0,5). 


| c 6,0 in HCl 0,5 N 4,0 0,5 N 2,0 0,5 N | c 1,0 0,5 N 
| in mp | PH 0,5 PH 0,5 PH 0,5 PH 0,5 
675 15,25 14,6 14,65 11,73 
650 16,9 16,65 16,3 17,1 
625 17,9 17,8 17,9 17,6 
600 19,85 18,75 19,55 19,85 
589 19,0 19,5 19,2 19,0 
$75 20,0 20,0 20,55 20,2 
| §§0 22,1 21,8 21,95 22,1 
| 525 2357 23,2 2357 23,2 
500 25,1 24,55 25,15 24,55 
| 475 2559 25,6 25,4 25,8 
450 26,8 26,4 26,5 25,1 
425 25,8 26,1 26,65 25,8 
400 23,1 22.6 24,85 24,0 


21,7 


22,0 


- 9,04 17,62 

= 0,060 
} 
| 
| 
| 
390 20,9 21,5 
380 18,25 17,0 20,4 17,95 | 
370 13,7 14,5 13,3 13,7 
360 8,18 8,4 8,17 8,18 | 
| 350 1,64 1,0 2,65 o | 

20 
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Fig. 2 - Curve di dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in acqua a varie concentrazioni. 1: concentrazione c 0,5 pH 2,95; 
2: ¢ 1,0 pH 2,85; 3: ¢ 1,43 (dati riportati da Lowry e Pearman, 4); 4: c 2,0 pH 2,65; 5: c 4,0 pH 2,55; 6: c 6,0 pH 2,5; 
7: ¢ 13,9 (dati riportati da Herbert, Hirst ¢ Wood, §); 8: concentrazioni da 1.0 a 6,0 pH 0,§ (tabella II). 
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che descrive bene i risultati sperimentali da 
noi ottenuti. Anche in questo caso la lunghezza 
d’onda della prima anomalia nell’ultravioletto 
é di circa 245 my.; nel secondo termine dell’e- 
quazione di Drude si é ritenuto trascurabile 
il valore 43, essendo i, il massimo corrispon- 
dente ad una seconda eventuale zona di as- 
sorbimento dell’acido ascorbico nella regione 
di Schumann. 


B) Dispersione rotatoria di soluzioni contenenti 
acido ascorbico ed i suoi sali. 


Per la misura della dispersione rotatoria di 
soluzioni contenenti acido ascorbico ed i suoi 
sali sono state preparate soluzioni di acido 
ascorbico e dei suoi sali sodici operando in 
maniera analoga a quella descritta nelle note 
precedenti (1, 2, 3). Sono state preparate’ delle 
soluzioni madre di acido ascorbico e parti ali- 
quote di queste sono state addizionate con 
quantita variabili di idrato sodico, portando 
successivamente a volume. Su ciascuna di 


queste- soluzioni sono stati determinati la di- 
spersione rotatoria ed il pH. 

I risultati sono stati riportati nella tabella III 
e nelle figure 3 e 4 per le soluzioni fra pH 
0,5 ¢ 3 e fra pH 3 e 7, rispettivamente. 

I poteri rotatori specifici corrispondenti 
alla lunghezza d’ onda di $89 my. sono in ottimo 
accordo con quelli pubblicati nelle note pre- 
cedenti (1) ed in base ai quali é stata determi- 
nata la prima costante di dissociazione. 

I dati riportati mostrano che la variazione 
del potere rotatorio specifico dipende esclu- 
sivamente dal pH della soluzione. Una solu- 
zione a pH 2,65 ottenuta alcalinizzando una 
soluzione di acido ascorbico al 6% presenta 
la stessa dispersione rotatoria (prima colonna 
della tabella Il) di una soluzione acquosa di 
acido ascorbico al 2% (settima colonna della 
tabella I) che presenta lo stesso pH 2,65. 

I valori del potere rotatorio specifico, a 
ciascuna lunghezza d’ onda, delle soluzioni con- 
tenenti miscele di acido ascorbico e¢ di ascor- 


| Lunghezzs | 6.0, NaOH | 4,0+.NaOH | ¢ 2,04.NaOH | ¢ 1,0+Na0H | c0,5+NaOH | €0,5+NaOH | 0,5-+NaOH 0,5-4NaOH| 
sacs PH 2,65 pH 2,8 PH 3,15 PH 3,5 pH 4,0 PH 4,5 pH 5,1 pH 6,95 | 
| | 
675 16,9 17,4 22,0 27,7 40,0 64,6 77°55 83,0 
650 18,7 18,9 24,05 31,7 444 69,6 84,2 94,0 
625 20,1 20,6 25,9 33,0 47,2 7552 93,0 | 100,0 
600 21,8 22,2 28,5 35,8 §2,0 81,3 104,0 11§,0 
589 21,9 22,9 30,0 37,0 53,0 86,0 108 ,0 119,§ 
$75 22,5 23,9 30,25 39,8 56,4 92,0 116,0 126,0 | 
$50 25,1 26,4 3455 43,1 §9,2 100,0 123,0 141,4 | 
525 26,8 27,6 37,35 48,4 70,2 112,2 144,0 156,0 
500 28,7 30,0 39,7 $4,1 78,55 125,5 166, § 184,1 
475 30,8 32,1 44,25 $957 92,0 150,0 186,0 | 208,0 | 
450 33,0 34,2 47.75 67,6 103,4 177,5 | 228,0 242, 5 
425 33,6 35,2 51,7 118,5 210,0 | 268 ,0 290,0 
400 32,5 34,6 5555 84,5 143,55 248,0 | 330,0 345,0 
390 30,8 33,9 §6,75 91,5 148,0 277,0 350,2 380,0 
380 29,2 32,3 58,0 93,0 158,0 300,0 379,0 410,0 
370 26,0 28,2 §9,0 96,9 170,0 318,0 398,0 432,0 
360 22,5 25,2 $9,525 102,2 185,0 350,0 | 437,0 475,0 
350 20,8 20,4 56,85 107,5 212,0 388,0 | 476,0 §22,0 


TABELLA III — Valori del potere rotatorio specifico di soluzioni di acido ascorbico a diversa concentrazione 
in acqua, addizionate con quantita variabili di NaOH e presentanti valori di pH fra 2,65 ¢ 6,95. 
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Fig. 3 - Curve di dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in acqua a varie concentrazioni ¢ vari pH fra 0,5 ¢ 3. 


1: concentrazione c 1,0 pH 2,85 (nona colonna della tabella I); 2: c 4,0 a 
colonna della tabella III); 3: c 6,0 pH 2,65 ottenuto per aggiunta di NaOH (prima colonna della ta 


H 2,80 ottenuto per aggiunta di NaOH (seconda 


tia III); 4: concentrazioni 


da 1,0 a 6,0 pH 0,5 (tabella ID). 


bato monosodico (soluzioni presentanti pH 
fra 2 e 7) sono dati dalla somma dei corri- 
spondenti contributi del potere rotatorio dell’a- 
cido ascorbico nella sua forma non dissociata 
AH, e dell’acido ascorbico nella sua forma di 
sale monosodico AH™ roporzionatamente 
alle percentuali in cui le du forme sono pre- 
senti in ciascuna soluzione. 

Cid appare confrontando la curva calcolata 
con questa ipotesi con quella osservata speri- 
mentalmente per una soluzione di acido ascor- 
bico avente un pH di 4,0. 

Per il calcolo occorre dapprima determinare 
le percentuali delle diverse forme joniche pre- 


senti a tale pH. E noto (14) che nel caso di 
un anfolita, il quale pud esistere nelle tre forme 
AH,, AH e A’, é possibile calcolare le per- 
centuali ¢,, 29 ¢ 23 delle tre forme ad un certo 
pH conoscendo le costanti di dissociazione K, 
e Ky in base alle relazioni: 
I 
[H} 
I 
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Fig. 4 - Curve di dispersione rotatoria di soluzioni di acido ascorbico in acqua presentanti pH fra 3 ¢ 7. Dati ricavati dalla ta- 
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bella Ill. 1: concentrazione c 0,5 pH 6,95; 2: c 0,5 pH 5,10; 3: c 0,5 pH 4,5; 4: ¢ 0,5 pH 4,0 (i cerchietti corrispondono a 


punti calcolati secondo quanto indicato nella tabella [V, tenendo conto dei contributi dati al potere rotatorio dalle due forme 
joniche presenti a tale pH); 5: c 1,0 pH 3,5; 6: ¢ 2,0 pH 3,15. 
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Essendo, per l’acido ascorbico, pK, 4,21 e 
pK, 11,79 (1), K, e K, risultano, rispettiva- 
mente, 6,2 . 10° e 1,62 . 10 !*. Le percentuali 
delle tre forme AH,, AH e A® dell’acido ascor- 
bico ai diversi pH risultano dalle curve della 
figura 5. In particolare a pH 4,0 avremo 
cAHg = 62% € pan = 38%. 

Moltiplicando, lunghezza d’onda per lun- 
ghezza d’onda, tali valori per i poteri rotatori 
specifici rispettivamente dell’acido ascorbico 
non dissociato (AH) e dell’acido ascorbico a 
pH 6,95 (AH) si ottengono (tabella IV) i 
valori indicati con un cerchietto nella figura 4, 
valori che risultano in ottimo accordo con i 


TABELLA IV — Calcolo del potere rotatorio della soluzione di acido ascorbico presentante pH 4,0 in base al 
potere rotatorio delle due forme joniche dell’acido ascorbico presenti in tale soluzione. 


Lunghezza | a Zz x 0,62 a 


donda | AH; | AH) AH- 
mu | 
675s} 16,0 9,92 83,0 
650s 16,7 10,35 92,0 
625 | 17,7 ! 10,97 100,0 
600 18,9 11,72 113,0 
§89 12,09 117,0 
$75 20,3 12,58 125,0 
§§0 21,8 13,51 140,0 
§25 23,1 14,32 156,0 
500 2455 15,19 179,0 
475 25,8 16,00 206,0 
450 26,8 16,61 240,0 
425 26,5 16,43 284,0 
400 24.7 15,31 342,0 
390 22,1 13,70 370,0 
380 19,§ 12,09 400,0 
370 16,0 9,92 432,0 
360 10,0 6,20 470,0 
390 4,0 2,48 §12,0 


_ (a) valori del potere rotatorio specitico di soluzioni di acido ascorbico a pH 0,5 (forma jonica AH)) ricavati dalla curva $ della 
figura 2; (c) valori del potere rotatorio specitico di soluzioni di acido ascorbico a pH 6,95 (forma jonica AH/) ricavati dalla curva 1 
della figura 4; (e) valori del potere rotatorio specitico di soiuzioni di acido ascorbico a pH 4,0 ricavati dalla quinta colonna della 


tabella 


AH (“a4 0,38) 4,0 
(d) (b + d) 
| 
31,54 41,46 40,0 
34,96 45,31 444 
38,00 48,97 47,2 
42,94 $4,660 §2,0 
44.46 $6.55 $3,0 
47,58 60,16 $6.4 
$3.20 66,71 $9,2 
$9.28 73,60 70,2 
68 ,o2 83,21 78.5 
78,88 94,88 92,0 
91,20 107,81 103.4 
108 ,92 125,35 118.5 
129,96 145,27 143.5 
140,60 184,30 148,0 
1§2,00 164,09 158.0 
165,16 175,08 170,0 
178 ,60 184,80 185,0 
194, 56 197,04 212,0 


dati ottenuti sperimentalmente a tale pH 4,0 
e che sono rappresentati con una linea con- 
tinua nella stessa figura 4 (*). 

Esaminiamo a questo punto i valori della 
dispersione rotatoria dell’acido ascorbico nella 
sua forma di sale monosodico AH a pH 7. 
Osserviamo in particolare la figura 6, in cui 

I 
funzione di 7.2. Come é noto se in tale rappre- 
sentazione si ottiene una retta, la sostanza in 
esame presenta una dispersione rotatoria sem- 
plice che pud essere descritta dall’equazione di 


tali valori sono rappresentati come in 


(*) Una trattazione simile per l’acido glutamico alla lunghezza 
d’onda di 589 mu é stata riportata nella bibliografia (1) e in un 
Javoro di T. Ogawa e T. Fujii, J. Soc. Chem. Japan, Ind. Chem. 
Sect., 1949, 52, 69. 
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| 

H* 

= 


Drude, nella sua forma pit semplice ad un 
solo termine 


A 


= - 


- 22 


Nel caso in esame si ottiene precisamente 
una retta che intercetta l’asse delle ascisse in 
un punto il cui valore risulta 42 = 0,060 4? e 
l’asse delle ordinate in un punto il cui valore 
é 0,0018. Poiché quest’ultimo valore corri- 


Az 0,060 
~, Arisulta = 33,3. 
A 0,0018 


L’equazione di Drude proposta, in base ai 
presenti dati sperimentali, per la curva di di- 
spersione rotatoria dell’acido ascorbico in so- 
luzione a pH 7 risulta pertanto: 


33,3 
- 0,060 


sponde al termine - 


Il valore 0,060 v2 corrisponde al quadrato 
della lunghezza d’onda di 245 my. alla quale 
dovrebbe trovarsi il massimo di assorbimento 
della prima banda di assorbimento otticamente 
attiva della sostanza. Tale valore coincide col 
massimo di assorbimento dell’acido ascorbico 
non dissociato (AH,), mentre il massimo di 
assorbimento dell’acido ascorbico nella forma 
AH risulta intorno a 265 mw. (13). 

Il valore 2, = 245 my. era gia stato osser- 
vato da Herbert, Hirst e Wood (5) i quali, 


14 pH 
Fig. 5 - Percentuale delle diverse forme joniche dell’acido 
ascorbico presenti fra pH 0 e pH 14. 
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per la curva di dispersione rotatoria dell’acido 
ascorbico nella forma di ascorbato monosodico 
(c 5,8) avevano proposto l’equazione 


[2] = 


33,0 
72 - 0,060 


in ottimo accordo con quella sopra indicata, 
ottenuta dalle presenti ricerche. 

Questa differenza di 20 my. fra i, ed il 
massimo di assorbimento non é rara e Herbert, 
Hirst e Wood suggerirono che poteva essere 
giustificata da un incompleto annullamento 
delle rotazioni parziali delle bande di pit ele- 
vata frequenza (*). 

Pud essere interessante a questo punto veri- 
ficare il principio enunciato in note prece- 
denti (1, 3), secondo cui é possibile ricavare 
la costante di dissociazione in base alla varia- 
zione del potere rotatorio specifico col pH. 
Per far cid si é ripetuto il fe della prima 
costante di dissociazione nella forma pK, 
usando, anziché i poteri rotatori specifici a 
589 my, come nelle note citate (1, 3), quelli a 
430 my. in corrispondenza cioé del massimo 
della curva di dispersione anomala dell’acido 
ascorbico; i dati ottenuti per interpolazione dei 
grafici delle figure 3 ¢ 4 sono riportati, in 
funzione del pH, nella figura 7. 

I] valore [%]439 per la forma jonica AH” 
risulta di 270°; quello per la forma jonica AH, 
risulta di 27°. Il valore di pH della solu- 
zione in cui é presente il 50% di ciascuna 
delle due forme joniche, della soluzione cioé 
che presenta un potere rotatorio [z]q39 di 

270 - 27 
27 4 = 150,5° & 4,2 che corrisponde 
2 


percid alla prima costante di dissociazione 
dell’acido ascorbico; questo valore di pK, ¢ 


(*) Puo essere interessante riportare la discussione presentata 
su questo punto da Herbert, Hirst e Wood (5): «The point of 
particular interest is, however, the fact that the low-frequency 
term which conirols the rotation of the sodium salt is positive 
in sign, whereas the term of precisely similar frequency exhibited 
by ascorbic acid in water is negative. In the latter case the observed 
rotation is almost entirely that of un-ionised ascorbic acid, but 
with the salt the rotation is that of the ion of ascorbic acid. 
Whilst it is possible that we have to deal here with an altogether 
exceptional case in which the charge on the ion reverses the si 
of the circular dichroism, without altering the intensity of the 
observed absorption band, we feel that the alteration in the nature 
of the dispersion is of such a profound character as to warrant the 
consideration of intramolecular change during ionisation as a 
possible explanation ». 


ig. 6 - Dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in soluzione a pH 7, forma AH~ (ottava colonna della tabella IID, 
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Fig. 7 - Variazione del potere rotatorio specifico [4]430 in fun- 
zione del pH da cui é stata ricalcolata la prima costante di 
dissociazione nella forma pK,. 


uguale, come era facilmente prevedibile, a 
quello trovato effettuando i calcoli con i 
valori [z]p (1). Tale valore @ stato confer- 
mato anche da recenti ricerche di Gal (15) 
effettuate col metodo potenziometrico. 

Pud essere interessante a questo punto far 
notare che i risultati sopra esposti sono in 
ottimo accordo con altri dati della letteratura. 

Si possono citare a questo proposito i risul- 
tati ottenuti da Guinand e Nicolle (16), mi- 
surando il potere rotatorio di miscele di acido 
ascorbico e di ascorbato monosodico a tre 
diverse lunghezze d’onda e quelli pit recenti di 
D’ Avilla e Leibowitz (17), che hanno studiato 
la relazione fra potere rotatorio e pH per le 
soluzioni di acido ascorbico a quattro lunghezze 
d’ onda. 

Nel corso delle presenti ricerche sono state 
anche effettuate misure di dispersione rotatoria 
di soluzioni di acido ascorbico presentanti pH 
superiori a 7, nelle quali cioé era presente 
l’acido ascorbico nelle sue forme AH’ e A’. 
Queste soluzioni, perd, come era stato gia 
messo in evidenza (2, 3), subiscono rapidamente 
una decomposizione accompagnata da un 
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intenso, crescente imbrunimento. Poiché le 
misure di dispersione rotatoria richiedono 
circa un’ora per ciascuna soluzione, durante 
questo por avvenivano delle alterazioni, 
per le quali non é stato possibile ottenere ri- 
sultati_ riproducibili. 


RIASSUNTO 


E stata misurata la dispersione rotatoria di soluzioni 
di acido ascorbico in acqua a pH fra 0,5 e 7,0. L’acido 
ascorbico presenta dispersione anomala nel visibile 
quando é presente in soluzione nella forma AH, 
non dissociato. Nella sua forma AH (pH 7) l’acido 
ascorbico presenta dispersione rotatoria semplice. 
La dispersione rotatoria dell’acido ascorbico nelle 
sue forme AHg e AH” puo essere descritta con equa- 
zioni di Drude nelle quali il termine 4, risulta, in 
entrambi i casi, di 245 my». Contrariamente a quanto 
riportato nella letteratura il potere rotatorio dell’acido 
ascorbico non varia con la concentrazione, ma dipende 
semplicemente dal pH della soluzione. 


RESUME 
Recherches sur la dispersion rotatoire de l’ acide ascorbique. 


On a mesuré la dispersion rotatoire de solutions 
d’acide ascorbique dans l’eau a pH entre 0,§ et 7,0. 
L’acide ascorbique présente une dispersion anomale 
dans le spectre visible quand, non dissoci¢, il est 
présent en solution dans la forme AHg. Dans sa forme 
AH™ (pH 7) l’acide ascorbique présente une dispersion 
rotatoire simple. La dispersion rotatoire de |’acide 
ascorbique dans ses formes AHg et AH peut étre 
décrite par les équations de Drude, dans lesquelles 
le terme 2, se révéle étre de 245 my. dans chacun 
des deux cas. Contrairement 4 ce qui est rapporté 
dans la littérature, le pouvoir rotatoire de Il’acide 
ascorbique ne change pas avec la concentration, mais 
dépend simplement du pH de la solution. 


SUMMARY 


Studies on the rotatory dispersion of ascorbic acid. 


The rotatory dispersion of aqueous ascorbic acid 
solutions of pH 0.5 to 7.0 has been measured. 
Ascorbic acid shows abnormal dispersion in the visible 
spectrum when it is present in the form of non- 
-dissociated AHg in solution. Ascorbic acid reveals 
plain rotatory dispersion in its AH” form (pH 7). 
The rotatory dispersion of the AH g and AH™ 
forms of ascorbic acid can be described by Drude’s 
equation, in which the term % is 245 my in both 
cases. In contrast with the data reported in literature, 
the rotatory power of ascorbic acid does not vary 
with the concentration, but merely depends on the 
pH of the solution. 


— 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen iiber die Rotationsdispersion der Ascorbin- 
sdure. 

Es wurde die Rotationsdispersion von wiasserigen 
Ascorbinsaurelésungen im pH-Bereich von 0,5 bis 
7,0 gemessen. Die Ascorbinsaure hat im sichtbaren 
Bereich eine nicht normale Dispersion, wenn sie 
in der Lésung in der nicht dissoziierten Form AHg 
vorliegt. In der Form AH™~ (bei pH = 7) besitzt die 
Ascorbinsaure eine einfache Rotationsdispersion. Die 
Rotationsdispersion der Ascorbinsaure in ihren beiden 
Formen und kann durch die Gleichungen 
von Drude dargestellt werden, in welchen der Aus- 
druck %, in beiden Fallen 245 my. ist. Im Gegensatz 
zu verschiedenen Angaben in der Literatur ist das 
Drehungsvermégen der Ascorbinsaure keine Funktion 
der Konzentration, sondern es hangt ausschliesslich 
vom pH-Wert der Lésung ab. 


RESUMEN 


Investigaciones acerca de la dispersion rotatoria del dcido 
ascérbico. 

Se ha determinado la dispersién rotatoria de so- 
luciones de Acido ascérbico en agua a pH entre 
0,5 y 7,0. El acido ascérbico presenta dispersién 
anémala en lo visible cuando esta presente en solucién 
en la forma AHg no desasociado. En su forma AH 
(pH 7) el Acido ascérbico presenta dispersién rotatoria 
simple. La dispersién rotatoria del acido ascérbico 
en sus formas AH; y AH puede describirse con 


ecuaciones de Drude, en las que el término »., resulta, 
en ambos casos, de 245 my. Contrariamente a lo 

ue es dado leer en la literatura, el poder rotatorio, 
del acido ascérbico no varia con la concentracién, 
sino que depende simplemente del pH de la solucién. 
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Problemi di vitaminologia 
al V° Congresso Internazionale sulla Nutrizione 


Washington, 1-7 Settembre 1960 


Ai primi di settembre si é tenuto a Wa- 
shington il quinto Congresso Internazionale 
sulla Nutrizione. La molteplicita dei temi trat- 
tati in oltre trecentocinquanta Comunicazioni 
ci impedisce di riferire organicamente in un 
breve spazio; ci limiteremo percid a segnalare 
alcuni bes i contributi pit interessanti nel set- 
tore vitaminologico. 

In base ad osservazioni effettuate nel Tanga- 
nyka, McLaren mette in dubbio I’esistenza di 
una distrofia corneale da carenza in complesso 
B nell’uomo. Alcuni casi di ambliopia nutritiva 
potrebbero essere invece ascritti ad una ca- 
renza in vitamina 

I ricercatori sovietici sottolineano |’impor- 
tanza dei fattori climatici nella determinazione 
del fabbisogno vitaminico. Secondo Efremov, 
la cosiddetta dispnea polare sarebbe ad esem- 
pio espressione di un insufficiente apporto di 
tiamina. 

L’assorbimento di forti dosi di tiamina e di 
tiboflavina per via orale é stato studiato da 
Campbell e Morrison. A giudicare dall’elimi- 
nazione urinaria, sembra esistere per la prima 
sostanza una specie di dose woh al di 1a 
della quale l’assorbimento diventa trascurabile. 

L’acido formiminoglutamico una tappa 
metabolica normale nel corso della trasforma- 
zione dell’istidina in acido glutamico. Nella ca- 
renza in acido folico tuttavia si ha un accumulo 
anormale di questa sostanza, che viene elimi- 
nata per le urine. Su questo principio ¢ basato 
il test, proposto da Luhby, per evidenziare una 
carenza in acido folico nei diversi tipi di ane- 
mie megaloblastiche: si esegue un dosaggio 
dell’acido formiminoglutamico nelle urine 
dopo carico di istidina. 


Come é stato gia osservato in altre analoghe 
esperienze, Daft ha messo in evidenza che la 
sintesi batterica di acido pantotenico, pro- 
mossa nei ratti dalla penicillina e dall’acido 
ascorbico, é utile all’animale solo quando gli 
sia consentito di ingerire le proprie feci; 
evidentemente essa avviene ad un livello inte- 
stinale troppo basso, per consentire il riassor- 
bimento della vitamina. 

La presenza di un estere monofosforico della 
tiamina nel latte di mucca é stata dimostrata 
da Gregory. La sostanza compare solo nelle 
prime si della lattazione, mentre pitt tardi si 
riscontra tiamina non- fosforilata. 

Burch e Coll. hanno osservato una dimi- 
nuzione della deidrogenasi e dell’ ossidasi suc- 
ciniche nei mitocondri delle cellule epatiche 
del ratto carente in riboflavina. I mitocondri 
stessi appaiono al microscopio elettronico au- 
mentati di numero e strutturalmente alterati. 
L’attivita degli enzimi non flavinici non appare 
invece modificata. 

Nel quadro delle note dottrine pavloviane, 
il georgiano Leshkasheli ha studiato il decorso 
dell’ avicaminosi B, nel cane sotto l’influenza 
di diversi farmaci neurotropi: mentre quelli che 
provocano aumento dell’attivita corticale ri- 
tardano la comparsa dei segni di avitaminosi, 
quelli che determinano una depressione corti- 
cale l’accelerano. 

L’aumento del consumo di acidi grassi insa- 
turi, che si é verificato negli Stati Uniti in 
relazione alle correnti concezioni sulla loro 
importanza nella prevenzione dell’ aterosclerosi, 
senza un sande aumento dell’apporto di 
tocoferoli, determinerebbe nell’uomo feno- 
meni patologici diversi, fra cui una particolare 
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labilita degli eritrociti ed una maggior fre- 
quenza di ulcere duodenali. Cosi affermano 
Harvey ed i suoi Collaboratori. 

Lo studio dei metaboliti urinari dopo carico 
di triptofano ha permesso a Wohl e Coll. di 
prospettare la possibilita dell’esistenza di una 
ipovitaminosi Bg negli ipertiroidei. La deter- 
minazione diretta del piridossale, della piri- 
dossamina ¢ dell’acido piridossico nel sangue 
é stata invece eseguita da Coursin e Coll., 
che riscontrano un progressivo abbassarsi dei 
valori nei primi mesi di gravidanza: é interes- 
sante notare come questi dati costituiscano la 
riprova diretta dell’esistenza di un’ipovita- 
minosi B, in gravidanza, e confermino i ri- 
sultati a suo tempo ottenuti da Vandelli ed 
altri ricercatori italiani con lo studio dei meta- 
boliti urinari del triptofano attraverso la de- 
terminazione dell’indice xanturenico. 

Al termine di ricerche durate molti anni, 
Bean e Coll. hanno riferito sugli aspetti clinici 
della deficienza di acido pantotenico nell’uomo, 
determinata sia con un regime carenziale, sia 


con la somministrazione di antimetaboliti. La 
sindrome carenziale comprende dolori addo- 
minali, crampi, vomito, spossatezza, cefalea, 
malessere generale, talora tremori. La risposta 
all ACTH @é diminuita, quella all’insulina au- 
mentata; la velocita di sedimentazione degli 
eritrociti ¢ pure aumentata. Tutti i sintomi 
sono reversibili con la somministrazione di 
acido pantotenico. 

Tra le altre Comunicazioni che non ci é pos- 
sibile qui riassumere neppur brevemente, vo- 
gliamo ancora segnalare quelle di Gustaffson, 
di McDaniel, di Miyakawa, di Knight e di 
altri, sul decorso delle disvitaminosi e di altri 
processi patologici in animali allevati in condi- 
zioni di completa sterilita; uno studio di Shar- 
man, sui livelli ematici di vitamina E in rap- 
porto all’eta ed al sesso, ed uno analogo di 
Leither e Coll. sulla vitamina A; infine una 
serie di osservazioni (Read e Coll., Richardson 
e Coll., Mameesh e Coll., ed altri) sul contenuto 
vitaminico degli alimenti sterilizzati mediante 
irradiazione. 


G. Fowst 
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